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ABSTRACT
Generally microbes in biofertilizer packaged in a carrier material powder and
liquid form. Each inoculant requires media requirements and characteristics of different
carrier materials. This research aims to study the composition of the carrier material N2
fixation biofertilizer (Azotobacter and Azospirillum) from paddy ecosystem in the form of
powder. The study was conducted in two stages: (a) Test Viability of biofertilizer
compositions from three carriers which performed at the Laboratory with the observed
response variable bacterial populations on a regular basis ie 1, 2, 6, 10, 14, 18, 30 and,
42 weeks after production and (b) Testing the addition of nutrients and the ratio of pure
cultures with the carrier materials on viability of bacteria using a complete randomized
block design consisting of 12 treatment combinations of nutrients and the addition of pure
cultures with different ratios of carrier. The experimental results show that the carrier
material of peat and compost is the best carrier with the highest bacterial viability until
the age of 42 weeks after the production of fertilizer. The formulation of biofertilizer with
addition of 0.5% nutrient + 35% culture and biofertilizer formulation with the addition of
1% nutrient + 30% culture better in supporting the viability of the bacteria until the age
of 20 weeks after production.
Keywords : Azospirillum, Azotobacter, N2 fixation, Biofertilizer.
PENDAHULUAN
Aplikasi pupuk hayati penambat nitrogen bebas seperti Azotobacter sp dan
Azospirillum sp mampu menurunkan penggunaan urea, mencegah penurunan bahan
organik tanah dan mengurangi polusi. Inokulasi Azotobacter sp. dapat menaikkan hasil
antara 15 – 100% dan mengurangi penggunaan pupuk buatan hingga 30% pada ekosistem
lahan kering (Kader et al., 2002; Sattar et al., 2008; Simarmata, 1994). Katupitiya dan
Vlassak (1990) menyimpulkan bahwa Azospirillum sp mampu memacu peningkatan hasil
pertanian penting 30 sampai 50 % pada kondisi tanah dan iklim yang berbeda pada
jangka waktu 20 tahun.
Penelitian Danapriatna et al. (2010) berhasil mengisolasi isolat unggulan
Azotobacter chroococcum dan Azospirillum irakense dari rizosfer tanaman padi sawah.
Aplikasi inokulan Azospirillum dan Azotobacter, baik tunggal maupun campuran
meningkatkan N total tanah, serapan N tanaman, Jumlah anakan dan hasil padi. Hal ini
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mengindikasikan bahwa kedua bakteri tersebut dapat dikembangkan sebagai pupuk hayati
pada tanaman padi sawah.
Umumnya mikroba dalam pupuk hayati dikemas dalam bahan pembawa
berbentuk serbuk atau bentuk cairan. Sebagai bahan pembawa inokulan serbuk, dapat
digunakan bahan organik seperti gambut, arang, sekam, dan kompos. Berbeda dengan
pupuk anorganik maupun organik, pupuk hayati memiliki masa kadaluarsa yang relatif
pendek, yaitu 6 sampai 12 bulan. Pupuk hayati mempunyai kelebihan dibanding dengan
pupuk kimia buatan karena bahan-bahannya berasal dari alam sehingga tidak
menimbulkan pencemaran lingkungan. Beberapa bahan pembawa yang dapat digunakan
untuk formulasi inokulan antara lain gambut, lignite, arang, zeolit, bentonit (Yuwono,
2006). Gambut banyak digunakan sebagai bahan pembawa karena memiliki beberapa
sifat yaitu tidak menimbulkan racun pada bakteri yang akan di inokulasikan, mudah
diaplikasikan, memiliki kapasitas penyerapan air yang baik, memiliki tekstur material
yang tidak bergumpal, keberadaannya tersedia di alam, memiliki pelekatan yang baik
terhadap biji, dan memiliki kapasitas penyangga pH yang baik (Somasegaran dan Hoben,
1994). Namun tiap inokulan menghendaki persyaratan dan karakterisitik bahan pembawa
yang berbeda. Penelitian ini bertujuan untuk (a) mendapatkan formulasi bahan
pembawa terbaik dalam menunjang viabilitas Azotobacter sp dan Azospirillum sp dengan
waktu kadaluwarsa terlama; (b) mendapatkan jumlah nutrisi dan nisbah kultur murni
dengan bahan pembawa yang terbaik dalam menunjang viabilitas Azotobacter sp dan
Azospirillum sp.
BAHAN DAN METODA
Bahan percobaan yang digunakan adalah isolat mikroba penambat N non
simbiotik hasil seleksi dari rizosfer tanaman padi sawah (Azotobacter chroococcum dan
Azospirillum irakense) koleksi peneliti, Media Asbhy (10 g mannitol, 0,2 g K2HPO4, 0,2
g MgSO
4
.7 H2O, 0,2 g NaCl, 0,1 g K2SO4, 5 g CaCO3, dan 1000 ml air destilasi) dan
Okon (5 g Asam malat, 0,6 g K2HPO4, 0,4 KH2PO4, 0,2 g g MgSO4, 0,1 g NaCl, 20 mg
CaCl2, 0,5 g Yeast Extract, 16,6 mg FeCl3.6 H2O, 2 mg Na2MoO4, 3 g NaOH dan 1000
ml air destilasi) dalam bentuk cair dan agar, tiga komposisi media pembawa pupuk hayati
yaitu formulasi A (gambut, kompos, kaolin dan batu fosfat), formulasi B (gambut dan
CaCO3) dan formulasi C (gambut dan kompos).
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Uji Viabilitas Tiga Komposisi Bahan Pembawa Pupuk Hayati
Percobaan dilakukan di Laboratorium CV. Bintang Asri Arthauly. Bandung
dan Laboratorium Biologi dan Bioteknologi Tanah, Fakultas Pertanian UNPAD dari
bulan Maret sampai dengan Agustus 2011.
Pelaksanaan percobaan dimulai dengan pembuatan pupuk hayati menggunakan
tiga komposisi bahan pembawa dengan ukuran setiap saset 100 g sebagai berikut : (1)
Bahan pembawa A terdiri dari : Gambut , Kompos, Kaolin dan Batu fosfat; (2) Bahan
pembawa B terdiri dari : Gambut dan CaCO3; dan (3) Bahan pembawa C terdiri dari :
Gambut dan Kompos.
Setiap bahan pembawa yang telah dikemas menggunakan alumunium foil
berukuran 100 g sebelum diinokulasi dengan Azotobacter chroococcum dan Azospirillum
irakense disetrilisasi terlebih dahulu menggunakan autoklaf. Setelah sterilisasi, setiap
bahan pembawa diinokulasi dengan bakteri dengan perbandingan 3 : 1 dengan cara
menyuntikan kultur murni pada bahan pembawa tersebut.
Kultur murni dibuat dengan cara memperbanyak biakan murni dari agar
miring ke media cair media Asbhy untuk A. chroococcum dan media Okon untuk A.
irakense. Kemudian kultur tersebut dinkubasikan di atas mesin pengocok pada suhu
kamar dan dipanen setelah berumur 72 jam.
Setelah proses produksi, pupuk hayati disimpan di ruangan dengan suhu
kamar dan setiap periode tertentu dilakukan pengamatan populasi bakteri. Pengamatan
yang dilakukan adalah populasi Azotobacter sp dan Azospirillum sp pada setiap
komposisi media pembawa pupuk hayati menggunakan metode pengenceran plat pada
media selektif untuk masing-masing bakteri (Anas, 1989). Pengamatan dilakukan secara
berkala yaitu 1, 2, 6, 10, 14, 18, 30 dan, 42 minggu setelah produksi.
Uji Formulasi Bahan Pembawa Pupuk Hayati Penambat N2
Percobaan untuk menguji viabilitas pupuk hayati akibat penambahan nutrisi dan
perbedaan nisbah kultur murni dengan media pembawa dilakukan di Laboratorium CV.
Bintang Asri Arthauly Bandung dan Laboratorium Biologi dan Bioteknologi Tanah,
Fakultas Pertanian UNPAD dari bulan April sampai dengan Agustus 2011.
Percobaan menggunakan rancangan acak lengkap yang terdiri dari 12
kombinasi perlakuan dengan tiga kali ulangan. Kombinasi perlakuan yang digunakan
dalam percobaan ini adalah : t1 = 0% nutrisi; 30% kultur; t2 = 0% nutrisi; 35% kultur; t3
= 0% nutrisi; 40% kultur ; t4 = 0% nutrisi; 45% kultur; t5 = 0.5% nutrisi; 30%
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kultur; t6 = 0.5% nutrisi; 35% kultur; t7 = 0.5% nutrisi; 40% kultur; t8 = 0.5% nutrisi;
45% kultur; t9 = 1% nutrisi; 30% kultur; t10 = 1% nutrisi; 35% kultur; t11 = 1% nutrisi;
40% kultur; t12 = 1% nutrisi; 45% kultur.
Setiap bahan pembawa berisi gambut dan kompos yang telah dikemas
menggunakan alumunium foil berukuran 50 g. Sebelum diinokulasi dengan kultur murni
Azotobacter chroococcum dan Azospirillum irakense, bahan pembawa disterilisasi
terlebih dahulu menggunakan autoklaf. Kultur murni dibuat dengan cara memperbanyak
biakan murni dari agar miring ke media cair Asbhy untuk A. chroococcum dan media
Okon untuk A. irakense. Kemudian kultur tersebut diinkubasikan di atas mesin pengocok
pada suhu kamar dan dipanen setelah berumur 72 jam. Setelah sterilisasi, setiap bahan
pembawa diinokulasi bakteri dengan perbandingan sesuai perlakuan dengan cara
menyuntikan kultur murni yang diperkaya nutrisi pada bahan pembawa. Nutrisi yang
digunakan adalah Asbhy cair dan Okon cair.
Pengamatan yang dilakukan adalah populasi Azotobacter sp dan Azospirillum sp
pada setiap komposisi bahan pembawa pupuk hayati menggunakan metode pengenceran
plat pada media selektif untuk masing-masing bakteri (Anas, 1989). Pengamatan
dilakukan secara berkala yaitu 2, 4, 8, 14, 12, 16 dan, 20 minggu setelah produksi. Untuk
mengetahui perkembangan viabilitas masing-masing bakteri secara berkala dilakukan
analisis varians yang dilanjutkan dengan uji Duncan pada taraf 5% (Steel dan Torrie,
1989) menggunakan program SPSS versi 16.0.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Viabilitas Bakteri dari Tiga Komposisi Bahan Pembawa Pupuk Hayati
Azotobacter sp. dan Azospirillum sp. yang diinokulasikan pada tiga komposisi
bahan pembawa pupuk hayati dan disimpan pada ruangan dengan suhu kamar mampu
bertahan hidup sampai minggu ke 42 (Tabel 1). Populasi Azotobacter sp. awalnya
berkisar 4,1 sampai dengan 8,9 x 108 cfu g-1 bahan pembawa dan terus meningkat
mencapai puncak pada minggu ke enam menjadi sekitar 1,0 sampai dengan 1,3 x 109 cfu
g-1 bahan pembawa. Setelah periode tersebut populasinya berangsur menurun dan stabil
sampai minggu ke 42 dengan populasi sekitar 2,5 sampai dengan 3,3 x 108 cfu g-1 bahan
pembawa.
Populasi Azospirillum sp. pada minggu pertama berkisar 2,8 sampai dengan
4,6 x 109 cfu g-1 bahan pembawa dan terus meningkat mencapai puncak pada minggu ke
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dua sampai enam menjadi sekitar 1,2 sampai dengan 1,4 x 1011 cfu g-1 bahan pembawa.
Setelah periode tersebut berangsur menurun dan stabil pada populasi sekitar 2,8 sampai
dengan 4,0 x 109 cfu g-1 bahan pembawa pada minggu ke 42.
Tabel 1. Populasi Azotobacter sp. dan Azospirillum sp. pada tiga komposisi bahan









































Viabilitas Bakteri akibat Perbedaan Formulasi Bahan Pembawa Pupuk Hayati
Secara keseluruhan komposisi bahan pembawa memberi dukungan terhadap
viabilitas Azotobacter sp. dan Azospirillum sp. yang ditunjukkan dengan masih tingginya
populasi Azotobacter sp. dan Azospirillum sp. sampai minggu ke 42 setelah inokulasi.
Bahan pembawa C yaitu gambut dan kompos dengan perbandingan 1 : 1 tampak lebih
baik dalam mempertahankan populasi yang tinggi dari Azotobacter sp. dan Azospirillum
sp. dibandingkan dengan bahan pembawa yang didominasi gambut (A dan B). Tingginya
viabilitas dan stabilitas populasi pada bahan pembawa gambut dan kompos karena
6
CEFARS : Jurnal Agribisnis dan Pengembangan Wilayah Vol. 3 No. 1 Desember 2011
kompos merupakan sisa dekomposisi aerob dalam waktu yang lebih pendek dibandingkan
gambut dan mengandung senyawa sintesis baru yang kaya hara dan energi bagi bakteri
(Premono dan Widyastuti, 1994). Komposisi bahan pembawa C digunakan pada
percobaan selanjutnya yaitu uji takaran nutrisi dan nisbah kultur dengan bahan pembawa
terhadap viabilitas bakteri (Azotobacter sp. dan Azospirillum sp.).
Viabilitas bakteri Azotobacter sp. dan Azospirillum sp. dari pupuk hayati pada
berbagai perlakuan sampai minggu ke 20 tersaji pada Tabel 2 dan Tabel 3. Perbedaan
jumlah nutrisi dan nisbah kultur bakteri dengan bahan pembawa pupuk hayati pada
seluruh periode pengamatan berpengaruh nyata terhadap populasi Azotobacter sp. dan
Azospirillum sp.
Tabel 2. Populasi Azotobacter sp. pada 12 formulasi bahan pembawa pupuk hayati
sampai dengan 20 minggu setelah produksi
Perlakuan
Log populasi Azotobacter sp. (cfu g-1) sampai minggu ke
2 4 8 12 16 20
t1 (0% nutrisi;
30% kultur)
9,09 a 8,95 a 8,53 a 9,25 bcd 8,73 a 8,32ab
t2 (0% nutrisi;
35% kultur)
9,20 a 9,72 b 9,04 bcde 9,39 bcd 8,76 a 8,46 bcd
t3 (0% nutrisi;
40% kultur)
8,81 a 9,44 bcd 9,11 cde 9,25 bcd 8,53 a 8,31 ab
t4 (0% nutrisi;
45% kultur)
9,15 a 9,16 ab 9,02 bcde 8,81 ab 8,86 a 8,10 a
t5 (0,5% nutrisi;
30% kultur)
9,43 ab 9,45 bcd 8,88 abcd 8,83 abc 8,48 a 8,32 ab
t6 (0,5% nutrisi;
35% kultur)
9,40 ab 9,27 abc 9,22 de 9,52 cd 9,51 b 8,82 e
t7 (0,5% nutrisi;
40% kultur)
8,90 a 9,51 bcd 8,92 abcd 8,85 abc 8,44 a 8,48 bcd
t8 (0,5% nutrisi;
45% kultur)
9,15 a 9,44 bcd 8,64 ab 8,44 a 8,71 a 8,69 de
t9 (1% nutrisi;
30% kultur)
10,09 c 10,15 e 9,41 e 9,58 d 9,37 b 8,71 de
t10 (1% nutrisi;
35% kultur)
9,88 bc 9,54 cd 9,17 de 8,81 ab 8,78 a 8,37 abc
t11 (1% nutrisi;
40% kultur)
9,43 ab 9,60 cd 8,71 abc 9,40 bcd 8,63 a 8,65 cde
t12 (1% nutrisi;
45% kultur)
9,20 a 9,44 bcd 8,88 abcd 9,40 bcd 8,86 a 8,46 bcd
Keterangan : angka yang diikuti dengan huruf kecil yang sama dalam kolom
menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji Duncan pada taraf
5%.
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Berdasarkan Tabel 2 terlihat bahwa populasi Azotobacter sp. terendah pada
minggu pertama terdapat pada pupuk hayati dengan formulasi jumlah nutrisi dan nisbah
kultur dengan bahan pembawa 0% nutrisi dan 30% kultur (t1) dengan populasi sebesar
1,23 x 109 cfu g-1 sedangkan tertinggi terdapat pada pupuk hayati dengan 1% nutrisi dan
30% kultur (t9) dengan populasi 1,23 x 1010 cfu g-1. Populasi Azotobacter sp pada hampir
seluruh perlakuan jumlah nutrisi dan nisbah kultur bakteri dengan bahan pembawa pupuk
hayati relatif stabil viabilitasnya sampai dengan minggu ke 20. Pupuk hayati dengan
formulasi 0% nutrisi dan 30% kultur (t1) sampai dengan minggu ke 20 merupakan pupuk
hayati dengan populasi terkecil dibandingkan dengan formulasi yang lain. Namun
demikian, populasinya masih dalam kisaran populasi standar pupuk hayati berdasarkan
Peraturan Menteri pertanian Nomor 28/Permentan/SR.130/5/2009 yaitu sebesar 107 cfu g-
1. Pupuk hayati dengan formulasi 0,5% nutrisi dan 35% kultur (t6) dan 1% nutrisi dan
30% kultur (t9) merupakan formulasi yang sangat mendukung viabilitas Azotobacter sp.
sampai minggu ke 20 dengan populasi sekitar 5,1 sampai dengan 6,61 x 108 cfu g-1.
Tingginya viabilitas Azotobacter sp. pada formulasi pupuk hayati 0,5% nutrisi dan 35%
kultur (t6) dan 1% nutrisi dan 30% kultur (t9) terjadi karena adanya penambahan nutrisi
yang mencukupi dan kepadatan bakteri awal yang diberikan sekitar 30 sampai dengan 35
% dari jumlah bahan pembawa yang cukup seimbang bertindak sebagai sumber energi
dan memberikan kelembaban yang mencukupi untuk perkembangan bakteri.
Pupuk hayati dengan formulasi 0% nutrisi dan 30% kultur (t1) merupakan
pupuk hayati dengan viabilitas Azospirillum sp. terrendah pada minggu pertama dengan
populasi sekitar 1,02 x 1010 cfu g-1 bahan pembawa. Sedangkan viabilitas Azospirillum sp.
tertinggi terdapat pada pupuk hayati dengan formulasi 0% nutrisi dan 45% kultur (t4)
(Tabel 3). Tingginya viabilitas Azospirillum sp. pada formulasi t4 karena jumlah bakteri
yang diberikan pada saat awal cukup tinggi yaitu 45% dari jumlah bahan pembawa.
Populasi Azospirillum sp. pada hampir seluruh perlakuan jumlah nutrisi dan
nisbah kultur bakteri dengan bahan pembawa pupuk hayati relatif stabil viabilitasnya
sampai dengan minggu ke 20. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri tersebut mampu
bertahan hidup pada media pembawa gambut dan kompos ditambah dengan pemberian
nutrisi yang meningkatkan sumber energi dan hara bagi bakteri. Adanya peningkatan
populasi dengan penambahan nutrisi pada setiap formulasi media pembwa disebabkan
tersedia sumber energi bagi bakteri dalam bentuk gula sederhana seperti sukrosa dan
glukosa. Menurut Stella dan Sivasak (2009) penambahan nutrisi seperti sukrosa dan
manitol menyebabkan terjadinya peningkatan viabilitas mikroba dalam pupuk hayati.
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Tabel 3. Populasi Azospirillum sp. pada 12 formulasi bahan pembawa pupuk hayati
sampai dengan 20 minggu setelah produksi
Perlakuan
Log populasi Azospirillum sp (cfu g-1) sampai minggu ke
2 4 8 12 16 20
t1 (0% nutrisi;
30% kultur)
10,01 a 9,90 bc 10,25 b 10,01 a 9,90 ab 9,89 a
t2 (0% nutrisi;
35% kultur)
10,48 cd 9,64 abc 10,23 b 9,96 a 9,91 ab 10,32 b
t3 (0% nutrisi;
40% kultur)
10,48 cd 9,77 abc 10,23 b 10,17 abc 10,14 bcd 10,32 b
t4 (0% nutrisi;
45% kultur)
10,66 d 9,42 a 10,13 ab 10,10 ab 10,14 bcd 10,22 b
t5 (0,5% nutrisi;
30% kultur)
10,20 abc 9,94 bc 10,27 b 10,43 bcde 9,86 ab 10,28 b
t6 (0,5% nutrisi;
35% kultur)
10,46 bcd 10,08 cd 10,28 b 10,65 e 10,27 d 10,48 b
t7 (0,5% nutrisi;
40% kultur)
10,44 bcd 10,02 bc 10,54 c 10,51 cde 10,17 bcd 10,30 b
t8 (0,5% nutrisi;
45% kultur)
10,13 ab 9,58 ab 9,89 a 10,42 bcde 9,75 a 9,72 a
t9 (1% nutrisi;
30% kultur)
10,29 abc 10,48 d 10,58 c 10,56 de 10,25 cd 10,28 b
t10 (1% nutrisi;
35% kultur)
10,19 abc 9,86 abc 10,22 b 10,52 cde 9,73 a 10,33 b
t11 (1% nutrisi;
40% kultur)
10,13 ab 10,03 bc 10,19 b 10,26 abcd 9,88 ab 10,33 b
t12 (1% nutrisi;
45% kultur)
10,26 abc 9,82 abc 10,24 b 10,00 a 9,94 abc 10,27 b
Keterangan : angka yang diikuti dengan huruf kecil yang sama dalam kolom
menunjukkan tidak berbeda nyata berdasarkan uji Duncan pada taraf
5%.
Bersama dengan bertambahnya waktu terjadi penurunan populasi pada seluruh
formulasi pupuk hayati. Populasi tertinggi pada minggu ke 20 terdapat pada formulasi
0.5% nutrisi dan 35% kultur A. chroococcum dan A. irakense (t6). Populasi pada seluruh
formulasi pupuk hayati masih memenuhi populasi standar berdasarkan Peraturan Menteri
pertanian Nomor 28/Permentan/SR.130/5/2009 yaitu sebesar 107 cf ug-1.
Berdasarkan data populasi secara berkala dan uji beda seperti tercantum pada
Tabel 2 dan Tabel 3 terlihat bahwa pupuk hayati dengan formulasi t6 (0.5% nutrisi dan
35% kultur A. chroococcum dan A. irakense) dan t9 (1% nutrisi dan 30% kultur A.
chroococcum dan A. irakense) lebih stabil dan lebih tinggi dibandingkan formulasi pupuk
hayati lainnya.
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SIMPULAN
Bahan pembawa campuran gambut dan kompos merupakan bahan pembawa
terbaik dengan viabilitas bakteri tertinggi sampai umur pupuk 42 minggu setelah
produksi. Formulasi pupuk hayati berbahan pembawa campuran gambut dan kompos
dengan penambahan 0.5% nutrisi dan 35% kultur A. chroococcum dan A. irakense dan
formulasi pupuk hayati dengan penambahan 1% nutrisi dan 30% kultur A. chroococcum
dan A. irakense lebih baik dalam menunjang viabilitas bakteri sampai umur pupuk 20
minggu setelah produksi
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